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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア内膜に存在するプロヒビチン２（PHB2）はエストロゲ

ン（E2）依存的に核に移行する。一方、E2 の減少は閉経早期の閉経後肥満の原因となる。本研

究では、E2 によって核へ移行した PHB2 が、PGC-1αを介して PPARγの転写活性を抑制すること

により脂肪分化を負に制御することを示した。E2 は脂肪前駆細胞において内在性の PHB2 を核

に移行させ、PHB２は PGC-1αに直接結合して PPARγの転写活性を抑制する。ミトコンドリア移

行シグナルを欠失した PHB2 変異体（PHB2C）を脂肪前駆細胞に発現させると、E2 非依存的に脂

肪分化を抑制した。閉経後肥満のモデルマウスである卵巣摘出マウスでは、増大した脂肪細胞

のミトコンドリアに局在した PHB2 が、E2(+)食にて肥満の解消した脂肪組織では核に局在した。

以上の結果は、E2 がミトコンドリアタンパク質を介して肥満を抑制することを示している。 
 
研究成果の概要（英文）： Prohibitin	
 2	
 (PHB2)	
 has	
 been	
 reported	
 as	
 a	
 multifunctional	
 protein	
 
that	
 mainly	
 localizes	
 in	
 mitochondria	
 and	
 translocates	
 into	
 nucleus	
 in	
 the	
 presence	
 of	
 
estrogen	
 receptor	
 and	
 estrogen.	
 Decrease	
 of	
 estrogen	
 level	
 is	
 a	
 major	
 cause	
 of	
 obesity	
 
in	
 early	
 post-menopausal	
 women.	
 In	
 this	
 project,	
 we	
 show	
 that	
 PHB2	
 in	
 nucleus	
 binds	
 to	
 
PPARγ	
 coactivator	
 1α	
 (PGC-1α)	
 and	
 represses	
 its	
 activity,	
 which	
 resulted	
 in	
 inhibition	
 
of	
 PPARγ	
 activity.	
 In	
 preadipocytes,	
 17β-estradiol	
 (E2)	
 led	
 to	
 translocation	
 of	
 
endogenous	
 PHB2	
 from	
 mitochondria	
 into	
 nucleus	
 and	
 inhibition	
 of	
 adipogenesis.	
 
Transduction	
 of	
 mitochondrial	
 targeting	
 sequence-deficient	
 PHB2	
 mutant	
 (PHBC),	
 which	
 is	
 
able	
 to	
 translocate	
 into	
 nucleus	
 without	
 E2,	
 inhibited	
 adipogenesis	
 of	
 preadipocytes	
 in	
 
the	
 absence	
 of	
 E2.	
 In	
 ovariectomized	
 mice,	
 a	
 model	
 of	
 post-menopausal	
 obesity,	
 E2	
 
treatment	
 decreased	
 adiposity	
 and	
 induced	
 nuclear	
 translocation	
 of	
 PHB2	
 in	
 white	
 adipose	
 
tissues.	
 These	
 results	
 indicate	
 the	
 importance	
 of	
 mitochondrial	
 protein	
 PHB2	
 in	
 
inhibition	
 of	
 adipogenesis	
 and	
 obesity	
 by	
 estrogen.	
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１．研究開始当初の背景 
(1)肥満などの生活習慣病は高齢化社会にお
ける重要な課題である。エストロゲンは、生
殖系分化や乳がん増殖に関する作用以外に、
骨質量維持に関する作用やメタボリックシ
ンドロームに関する代謝性の作用がある。エ
ストロゲンの産生を阻害するアロマターゼ
欠損マウスにおいて、体重増加・脂肪増加が
生じる。エストロゲンレセプター欠失マウス
においても脂肪組織の増大が認められる。ま
た、ヒトアロマターゼ欠損症においてもイン
スリン抵抗性の糖尿病や、特に男性において
は脂肪肝が生じる。閉経後の女性は肥満し体
重増加を示すが、ホルモン補充療法により解
消する。しかしながら、これらの代謝性作用
におけるエストロゲンの詳細な作用機序は
明らかでない。	
 
	
 
(2)ミトコンドリア機能が、肥満を含む多く
の代謝性疾患に多大な影響を与える事は知
られているものの、その具体的な、肥満とミ
トコンドリア機能を調節するメカニズムに
関してはあまり明らかではない。近年我々は、
主にミトコンドリアに存在する多機能タン
パク質（プロヒビチン２、PHB2）がミトコン
ドリアと核において重要な機能を果たし、か
つエストロゲンレセプター存在下において
エストロゲン依存的に核‐ミトコンドリア
間をシャトルするという新規な現象を報告
した(J.	
 Biol.	
 Chem.	
 281:	
 36401,	
 2006)。
この分子は、一分子でミトコンドリア機能と
核機能を共役できる可能性のある初めての
分子であり「核‐ミトコンドリア連携」機構
の新しい概念を構築する最適なモデルを提
示している。	
 
	
 
(3)PHB1やPHB2がミトコンドリアにおいて重
要な機能を果たしており、膜電位調節・ミト
コンドリア膜形態の調節・抗アポトーシスタ
ンパク質の安定化の作用(J.	
 Biol.	
 Chem.	
 
281:	
 36401,	
 2006)に加え、近年、ミトコン
ドリアヌクレオイドの構成因子として、ミト
コンドリア DNA の構造維持と安定性に働くこ
とを報告した（Exp.	
 Cell	
 Res.	
 314:	
 988,	
 
2008）。性ホルモンは肥満などの代謝調節に
関与することが報告されており、また PHB タ
ンパク質の局在を調節することが報告され
た。性ホルモンによる PHB タンパク質の局在
性変化は、ミトコンドリア機能への影響と核
機能への影響が考えられる。これらの局在性
の調節と肥満調節の関連性を確かめ、この分
子調節機構を明らかにするためには、PHB2 の
核機能を明らかにすることが必要不可欠で
ある。	
 
	
 
２．研究の目的	
 

(1)本研究では、PHB タンパク質が性ホルモン
依存的に核‐ミトコンドリア間を移行する
という新規な現象を踏まえ、この現象により
もたらされると予測されるミトコンドリア
活性調節および核内における転写活性調節
の解析により、性ホルモンが肥満等の代謝調
節に関与する分子メカニズムを生化学的に
解明する。	
 
	
 
(2)本研究を遂行するため具体的には先ず、
①閉経後肥満を試験管内実験系で外挿する
目的で、性ホルモンが脂肪細胞の分化を制御
する細胞培養系を確立する。②本培養系で
PHB2 のエストロゲンによるミトコンドリア
から核への移行を検討する。③PHB2 の核局在
化が脂肪分化に与える影響を明らかにする。
さらに④PHB2 の細胞内局在の調節が、マウス
の白色脂肪組織でも生じていることを検証
する。以上の研究を行うことにより、PHB2 の
核ーミトコンドリア間の局在性の調節が肥
満という生理機能調節と密接に連携してい
ることを証明することができる。そして、
PHB2 のモデルを用いて「一分子でミトコンド
リア機能と核機能を共役する」という「核‐
ミトコンドリア連携」の概念の最適なモデル
を提示することが可能と思われる。	
 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養：脂肪分化の実験には、脂肪前
駆細胞 3T3-L1 を用いた。培地にデキサメタ
ゾン、IBMX、インスリンを添加し、脂肪細胞
への分化誘導を行った。oilred	
 O 染色にて、
脂肪分化にて生成された脂肪滴を染色し、こ
れを抽出して定量した。ルシフェラーゼアッ
セイなどの用途には HeLa 細胞を用いた。	
 
	
 
(2)ルシフェラーゼアッセイ:Renilla	
 
luciferase 遺伝子を内部標準コントロール
とした Dual	
 Luciferase	
 assay 法を用いた。
レポーター遺伝子として TK-PPRE-Luc 遺伝子
または TK-GAL4-Luc 遺伝子を用いた。	
 
	
 
(3)細胞免疫染色法：培養細胞を PFA で固定
し、TritonX100 で透過処理した後、抗 PHB2
抗体および蛍光標識抗体を用いて染色した。
検出は共焦点レーザー顕微鏡を用いた。	
 
	
 
(4)	
 GST-pulldown アッセイ：大腸菌で作製し
た GST-PHB2 タンパク質およびその欠失変異
体を精製し、試験管内で myc タグ付き hPGC-1
αを発現させた HeLa 細胞抽出液を用いて、
結合実験を行った。検出は、ウエスタンプロ
ット法を用いた。	
 
	
 
(5)遺伝子導入法：HeLa 細胞へのプラスミド
DNA の遺伝子導入は、リポフェクション法に



て実施した。3T3-L1 細胞への遺伝子導入は、
レンチウイルスベクターを用いて実施した。
さらに、レンチウイルスベクターで導入した
場合は、薬剤選択マーカーとしてブラストシ
チジン耐性遺伝子を用いた。	
 
	
 
(6)動物実験：動物実験は本学動物実験委員
会の承認を受け実施した。C57BL/6J マウスを
用いて、麻酔下にて卵巣切除し、E2 添加食お
よび未添加食を用いて飼育した。腹部 CT は
麻酔下にて実施した。実験後安楽死処置を行
い、白色脂肪組織を採取した後組織学的解析
を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)培養細胞を用いた実験の結果、まず脂肪
前駆細胞 3T3-L1 を用いた細胞免疫染色法で
は、エストロゲンの添加で内在性の PHB2 は
ミトコンドリアから一部核へ移行すること
を示した（図１B）。また、3T3-L1 細胞を分化
培地(DM)にて７日間分化誘導すると、エスト
ロゲンの添加では脂肪分化を阻害すること
を示した（図１A）。	
 
	
 

(2)HeLa 細胞を用いたルシフェラーゼアッセ
イを施行した結果、脂肪分化を誘導する転写
因子 PPARγとそのコアクチベーターPGC-1α
を用いたルシフェラーゼアッセイの結果、
PHB2 は PGC-1αの活性を阻害し、結果として
PPARγの転写活性を阻害することを示した
（図２）。	
 

また、GAL4-Luc をレポーター遺伝子として、
GAL4-DBD-PGC-1αを用いてルシフェラーゼ
アッセイを行い、PHB2 が PGC-1αの活性を直
接抑制することを示した。	
 
	
 
(3)GST-pulldown 法にて、大腸菌にて産生し
た GST-PHB2 およびその欠失変異体を用いて、
myc タグ付き hPGC-1αを発現させた HeLa 細
胞抽出液との結合を検出したところ、PHB2 は
PGC-1αに結合することを示した。以上から、
PHB2 は直接 PGC-1αに結合し、その活性を抑
制して PPARγの転写活性を抑制することを
示した。	
 
	
 
(4)さらに、3T3-L1 細胞にレンチウイルスに
てミトコンドリア移行シグナルを欠失した
PHB2 の変異体（PHB2C）を導入した細胞を作
製した（図３）。	
 

	
 
(5)この細胞を用いて、脂肪分化誘導を試み
たところ、エストロゲンに非依存的に脂肪分
化が抑制された(図４)。このことから、脂肪
細胞においてはPHB2の核移行がPGC-1αの活
性抑制を介して PPARγの活性を抑制するこ
とにより、脂肪分化を抑制することを示した。	
 

(6)この仮説が生体に外挿可能か否かを検討
するために、卵巣摘出を実施したマウス(OVX
マウス)を用いて PHB2 の挙動を検討した。OVX 

 

 

 



マウスは閉経後肥満のモデルマウスである。
OVX マウスにおいて白色脂肪組織における脂
肪細胞の増大が生じるが、エストロゲン添加
食の投与によって体重および内蔵脂肪は減
少した（図 5）。	
 
	
 

	
 
これらの白色脂肪組織(WAT)の組織像を検討
したところ、エストロゲン投与のマウスでは
脂肪細胞の大きさが減少していた（図６）。	
 

	
 
(7)さらに、白色脂肪組織の内在性 PHB2 の細
胞内局在を、免疫組織染色にて検討したとこ
ろ、エストロゲン無添加食では主に細胞質に
局在するのに対し、エストロゲン添加食では
核内に局在していることが示された（図７）。	
 

	
 
(8)以上の結果から、生体においてもエスト

ロゲン依存的に PHB2 はミトコンドリアから
核へ移行することを示した。核においては、
PHB2 は PGC-1αに直接結合してその活性を抑
制し、PPARγの活性を抑制することにより脂
肪分化を抑制して肥満を抑制することを明
らかにした（図 8）。すなわち、エストロゲン
の末梢作用において、PHB2 の核局在性の調整
を介した肥満の抑制効果を示した。	
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